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Patentansprtiche 



1. Massenspektrometrisches Verfahren zur Analyse von Substanz- 
S gemisclien mit einem Tripel-Qua<±rapol-Massenspektrometer , 

wobei die S-ubstanzgemische vor der Analyse ionisiert werden, 
dadurch gekennzeichnet , dass das Verfahren folgende Schritte 
umfaSt: : 



10 a J Auswahlen eines Masse/Ladungs-Quotienten (m/z) eines 

durch lonisation entstandenen Ions in einem ersten 
analytischen Quadrupol (I) des Massenspektrometers, 



b) Fragmentieren des luiter (a) ausgewShlten Ions unter 

Anlegung einer Besclileunigiingsspaiinung in einem weiteren 
folgenden Quadrupol (II) / das mit einem Kollisionsgas 
geftillt ist xind als Kollisionskammer fungiert. 



2Q c) Auswahlen eines Masse/Ladungs-Quotient eines doirch die . . 

Fragment ierung (b) entstandenen Ions in einem weiteren 
nacbf olgenden Quadrupol (III)/ wobei die Verfahrens- 
scbritte (a) bis (c) mindestens eimaal durchlaufen werden 
und 

25 

d) Analysieren der Masse/Ladungs-Quotienten aller im 

Substanzgemisch durch die lonisation vorhandenen lonen, 
wobei das Quadrupol (II) mit Kollisionsgas gefullt ist, 
jedoch wahrend der Analyse keine BeschlexinigTongsspannung 
30 angelegt ist; 

wobei die Schritt (a) bis (c) und der Schritt (d) auch in 
xjmgekehrter Reihenfolge dxirchgefuhrt werden konnen, 

2, Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , dass der 
lonisation des Sxibstanzgemisches eine chromatographische 
Auftrennung vorgeschaltet ist, 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, 
dass es sich bei der chromatographischen Auftreimomg urn eine 
HPLC-Auftremi\ang handelt. 



45 
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4. Verfahren nach den Ansprtichen 1 bis 3, dadurch gekennzeich- 
net, dass die Schritte (a) bis (d) iimerhalb von 0,1 bis 
10 Sekunden inindestens eimnal durchlaufen warden. 

5 5. Verfahxen nach den Ansprtichen 1 bis 4, dadurch gekennzeich- 
net, dass die Schritte (a) bis (d) innerhalb von 0,2 bis 
2 Sekunden inindestens einmal durchlauf en werden. 



6. Verfahren nach den Anspriichen 1 bis 5, dadurch gekennzeich- 
10 net, dass die lonisation durch Verdampf\ang des Substanz- 

gemisches und lonisation in der Gasphase, durch Desorption 
des Substanzgemisches an einer Oberflache oder durch Zer- 
staubung des Substanzgemisches im elektrischen Feld erfolgt. 

15 7. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 6, dadurch gekennzeich- 
net, dass die lonisation durch Zerstaiibxang des Substanzgemi- 
sches im. elektrischen Feld erfolgt. 

8. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 7, dadurch gekennzeich- 
20 net, dass in Schritt (a) zwischen 1 xind 100 Masse/Ladungs- 

Quotient en verschiedener durch lonisation entstandener und 
ausgewahlter lonen analysiert wird. 

9. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 8, dadurch gekennzeich- 
25 net, dass das Substanzgemisch biologischen oder chemischen 

Ur sp3nings i s t . 

10, Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 9, dadurch gekeimzeich- 
net, dass die Substanzgemische vor der Analyse oder vor der 

30 chromatographischen Auftrennung nach Ansponich 2 oder 3 deri- 

vatisiert werden. 

11, Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 10, dadurch gekennzeich- 
net, dass das Verfahren manuell oder autoinatisch durchgefuhrt 

35 wird. 



12, Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 11, dadurch gekennzeich- 
net, dass das Verfahren in ein^a High Throughput Screening 
verwendet wird. 

40 

13 . Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 12 , dadurch gekennzeich- 
net, dass das in Schritt (c) analysierte lonfragment und die 
in Schritt (d) analysierten (m/z) -Quotient en aller im Sub- 
stanzgemisch vorhandenen lonen oder das in Schritt (c) analy- 
45 sierte lonfragment oder die in Schritt (d) analysierten 

(m/z)-Quotienten aller im Substanzgemisch vorhandenen lonen 
quantif iziert werden. 
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Massenspektrometrisches Verfahren zur Analyse von S\ibstanz- 
gemischen 

5 Beschreibxxng 

Die vorliegende Erf indung betrif f t ein massenspektrometrisches 
Verfahren ziir Analyse von Siabstanzgemischen mit einem Tripel- 
Quadmpol-Massenspektrometer . 

10 

Bei der Analyse komplexer Substanzgemische biologischen land/oder 
chemischen Ursprungs stellt sich dem Analytiker neben der Aufgabe 
der Identifizieinrng der Struktuir einzelner im Gemisch enthalten- 
den Substanzen immer wieder das Problem alle im Gemisch vorhande- 

15 nen Siobstanzen zu erfassen iind moglichst zu quantif izieren. Dies 
sollte moglichst rasch und mit einer hohen Genauigkeit, das heiSt 
mit einer geringen Fehlerabweichung erfolgen. Dies wird ina so 
wichtiger, wenn Inf ormationen uber ein biologisches System bei- 
spielsweise liber ein unter bestimmten Fermentationsbedingungen 

20 angezogenen Mikroorganismus oder liber eine \anter verschiedenen 

Xtoiweltbedingungen angewachsene Pf lanze oder tiber einen Wildtyp- - 
Organismus wie einem Mikroorganismus oder einer Pf lanze im Ver- , 
gleich zu deren genetisch veranderten Mutante gewonnen werden - 
sollen. Derartige Vergleiche sind erf orderlich, urn eine Zuofdnimg 

2S von Mutationen \mbekannter Gene im Genom dieser Organismen zu 
einem bestimmten metabolischen Phanotyp zu erm6glichen. 

Der Erfolg bei der Analyse dieser Substanzgemische beispielsweise 
chemischer Syntheseansatze aus der kombinatorischen Chemie oder 

30 aus Extrakten von Mikroorganismen, Pflanzen oder Pf lanzenteile 
hangt dabei im groSen AusmaiS vom der Schnelligkeit und Reprodu- 
zierbarkeit der verwendeten Analytik ab. In einem solchen Scree- 
ning mussen eine Vielzahl von Proben durchgemustert werden, es 
sind daher schnelle, einfache, hochempf indliche und hochspezifi- 

35 sche Analysenverfahren erf orderlich. 

Ein Hauptproblem dieser Analytik ist die rasche, einfache, repro- 
duzierbare und quantif izierbare Identif izierung der in den Gemi- 
schen enthaltenen Sxibstanzen. In der Kegel werden ziir Analyse der 

40 Produkte Trennverf ahren wie die Dunnschichtchromatographie ( = 
DC) , die Hochdruckflussigkeitschromatographie (= HPI*C) oder die 
Gaschromatographie (= GO verwendet. Mit Hilfe dieser chromato- 
graphischen Verfahren kann allerdings nicht rasch und einfach 
eine breite Palette von Substanzen identifiziert und quantifi- . 

45 ziert werden. Auch Verfahren wie NMR oder Massenspektrometrie 
werden far diese Aufgabe beschrieben. In der Kegel ist jedoch 
eine gewisse Vorbereit\mg der Proben ftir diese Analyseverf ahren 
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erforderlich, wie Aufarbeitung uber zum Beispiel Salzfallung vind/ 
Oder anschlieSender Chromatographies Aufkonzentrierung, Entsal- 
zung der Proben, Puf f eraustausch oder Entfemung eventuell in der 
Probe enthaltener Detergentien. Nach dieser Vorbehandl\mg sind 
5 die Proben fur die vorgenaimten Analytiken verwendbar \md es kon- 
nen einzelne Siabstanzen in ausgesuchten Proben identif iziert und 
q[uantifiziert werden. Diese Verfahren sind jedoch zeitaufwendig 
und lassen nur einen beschrSnkten Probendxirchsatz zn, so daS der- 
artige Analysenverf ahren im sogenannten High-Throughput -Screening 
10 (= HTS) Oder dem breiten Screening von Sxibstanzgemischen in bio- 
logischen oder chemischen Proben keine Anwendung finden. Von Vor- 
teil bei sehr pr^zisen Methoden wie der 3SIMR- oder IR-Spektrosko- 
pie ist, daS sie Inf ormationen sowohl uber die Struktur als auch 
gegebenenfalls tiber die Quantitat einer Substanz lief em. 

15 

Xlm einen hoheren Probendurchsatz im HTS zu ermoglichen, werden 
vielfach indirekte, leicht mes share Verfahren wie Farbreaktionen 
im sichtbaren Bereich, Trubungsmessiingen, Fluoreszenz, Leitfahig- 
keitsmessxmgen etc. verwendet. Diese sind zwar im Prinzip sehr 

20 empfindlich, aber auch storanfMllig. Von Nachteil hierbei ist vor 
allem, daiS bei diesem Vorgehen viele falsch positive Proben ana- - 
lysiert werden \md da es sich um indirekte Nachweis verfahren han.- 
delt, keine Inf ormationen uber die Struktur und/oder die Quanti- 
tat einer Verbindung vorliegen. Um diese falsch Positiven beim 

25 weiteren Vorgehen ausschlieiSen zu konnen, werden in der Regel 
weitere Analysenverfahren nach einer ersten raschen Analyse wie 
beispielsweise mm, IR, HPLC/MS oder GC/MS verwendet. Dies ist 
wiederum sehr zeitaufwendig. 

30 Generell kann gesagt werden, daiS die Verbesserung der Empfind- 
lichkeit xond der Aussagekraft der Detektionsverf ahren zu einer 
Verlamgsamung in der Geschwindigkeit einer Analytik fuhrt. 

Bei der Arbeit mit komplexen biologischen Gemischen wie bei- 
35 spielsweise Extrakten aus Mikroorganismen, Pflanzen und/oder Tie- 
ren ist aviEerdem zu beachten, dass einzelne Verbindxingen in den 
Gemischen nur in sehr geringen Mengen vorhanden sind bzw. nur ge- 
ringe Mengen der einzelnen Probe selbst ftir die Analytik zur Ver- 
fiigung stehen, so dass die verwendete Methode eine Hohe Sensiti- 
40 vitSt besitzen muss. Weiterhin stellen fiir einige Analysenmetho- 
den die hauf ig in biologischen Proben vorhandenen nicht flxichti- 
gen Puffer \md/oder Salze ein Problem dar, da diese die Sensiti- 
vitat der Methoden oder deren Verwendung tiberhaupt negativ beein 
flussen. Gleiches gilt fiir die Anwesenheit von Detergentien in 
45 diesen Proben. 
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Zvir Analyse komplexer Probengemische sind aus dem Stand der Tech.- 
nik massenspektrometrische Verfahren bekannt, die beispielsweise 
von der Analyse von Proben der synthetischen Chemie, der Petro- 
chemie, von Ttoiweltproben und biologischen Material reichen. Diese 
Methoden werden jedoch nur fur die Analyse einzelner bekannter 
Verbind\mgen in diesen Proben eingesetzt, Breite Messreihen bei- 
spielsweise im Rahmen eines HTS oder in der Identif izierung und 
Quantifizierung einer Vielzahl von Verbindungen in diesen Proben 
werden nicht beschrieben. 



10 



Anwendung findet dabei die Gaschromatographische-Massenspektro- 
metrie {= GC/MS) f-Qr Svibstanzen, die aus den Substanzgemischen 
extrahierbar und leicht fluchtig sind. FGr die Analyse von Sub- 
stanzen bzw. Analyten, die nicht einfach oder nur schwer in die 
15 Gasphase iiberfiihrt werden kSnnen und bei denen dabei ein groSer 
Uberschuss an vorliegenden LSsungsmittel entfemt werden muss, 
wird die sogenannte Liquid-Chromatography- oder High-Presstire- 
Liquid-CIhromatography-JSass-Spectrometry (= HPLC/MS) verwendet. 
Eine Ubersicht iiber die verschiedenen LC/MS-Methoden \md ihr 
20 E<iuipment ist der Verof f entlichung von Niessen et al. (Journal of • 
Chromatography A, 703, 1995: 37 - 57) zu entnehmen. In den US- - 
Schxiften US 4,540,884 und US 5,397,894 werden Massenspektrometer 
und ihr Aufbau beschrieben und beansprucht. 

25 Hit Hilf e der vorgenannten Methoden lassen sich Siibstanzen in 
einem Molekulargewichtsbereich von bis zu 100 KD (= KiloDalton) 
bestimmen, das heiSt es laSt sich eine breite Palette von Sub- 
stanzen beispielsweise in einem unteren Edassenbereich von bis 
etwa 5000 D (= Dalton) wie Fettsaioren, AminosSuren, Carbonsauren, 

30 Oligo- Oder Polysaccharide, Steroide etc. und/ oder in einem hohe- 
ren Massenbereich tiber 5000 D wie Peptide, Proteine, Oligonukleo- 
tide und Oligosaccharide oder sonstigen Polymere bestimmen. Auch 
hochmolekulare Materialien wie Kohleteer, HuminsSure, FulvinsSure 
Oder Kerogene lassen sich analysieren (Zenobie and Knochenmuss, 

3S lyfass Spec. Rev., 1998, 17, 337 - 366). Es lassen sich sowohl die 
Identitat als auch die Struktxir von Substanzen bestimmen, wobei 
die Strukturanalyse jedoch nicht iitimer eindeutig ist, so dass sie 
mit anderen Methoden beispielsweise NMR bestStigt werden muss. 

40 Von G. Hopfgartner und F. Vilbois (Analusis, 2001, 28, No. 10, 
906 - 914) wird ein Verfahren zum Screenen mit Hilfe der LC/MS 
von in vitro oder in vivo entstandenen Metaboliten von struktu- 
rell bekannten Verbindiingen beschrieben, die als Wirkstoffe in 
verschiedenen Phasen der Wirkstof fentwicklung sind. Dieses Ver- 

45 fahren ISuft in zwei Schritten ah. Im ersten Suchschritt werden 
in einem raschen "Full Scan-Modus" interessante lonen erfasst, 
die als Kandidaten ftir die weiteren Untersuchungen in Frage kom- 
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men. Dabei kaim es sich um lonen handeln, die lonen besonders 
hoher Intensit^t entsprechen oder als Kandidaten moglicher Abbau- 
produkte bzw. Metabolite der Wirkstoffe in Frage kommen. Diese 
lonen werden in einem zweiten Scan zur Identif izierimg der cherai- 
5 sclien Struktur dieser lonen bzw. Verbindungen nach einer Fragmen- 
tierung in einer • Kollisionskammer des Massenspektrometers verwen- 
det. Um eine rascbe Aufklarung der lonen- bzw. Metabolitstruktur 
zu ermoglichen, enthalt die Kollisionskammer stMndig Kollisions- 
gas. Von Nachteil bei der Strukturermittlung ist, dass eine be- 

10 kannte Masse eines Vorlauf erions , eines Fragments oder eines 
lonenaddukts erforderlich ist. Vorteilhaft sollte die Ausgangs- 
struktur der zu untersuchenden Substanz fOr die HPLC/MS in diesen 
Experiiaenten bekannt sein. Da die HPLC/MS allein nicht fur die 
absolute Strukturbestimmung geeignet ist. 1st jedoch die Struktirr 

15 der Ausgangsverbindung bekannt, lassen sich Aussagen liber die 
Struktur eventueller Metabolite machen. Da die Struktur des Sub- 
stanz, die als Wirkstoff entwickelt werden soil, bekannt ist, 
lassen sich Aussagen uber die Struktur der unbekannten Metabolite 
des Wirkstoff s itiit einiger Sicherheit machen. Allerdings wird die 

20 Aussage durch mogliche tiberlagerungen anderen als Verunreinigun- . • 
gen vorhandener Verbindungen gleicher Masse erschwert bzw. ver- - 
hindert. Eine Quantif izierung der Verbindungen ist mit dieser 
Methode nicht mSglich. 

25 Eine Identif izierung und Quantif izierung einer Vielzahl oder al-. 
ler Einzelkomponenten in einem Substanzgemisch ohne zur Verftigung 
stehende Reinsubstanzen stellt auch heute noch ein ungelostes 
Problem in der Massenspektrometrie dar. 

30 Es bestand daher die Aufgabe ein Verfahren ziir Analyse einer 

Vielzahl von Verbindungen und bevorzugt deren Quantif izierxmg zu 
entwickeln. 

Diese Aufgabe wurde gel5st durch ein massenspektrometrisches Ver- 
35 fahren zur Analyse von Substanzgemischen mit einem Tripel-Quadru- 
pol-Massenspektrometer, wobei die Substanzgemische vor der Ana- 
lyse ionisiert werden, dadurch gekennzeichnet , dass das Verfahren 
folgende Schritte umfaSt: 

40 a) Auswahlen eines Masse/Ladungs-Quotienten (m/z) eines durch 
lonisation entstandenen Ions in einem ersten analytischen 
Quadrupol (I) des Massenspektrometers, 



45 
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b) Fragment ier en des unteir (a) ausgewahlten Ions unter Anlegung 
einer Beschletmigxingsspannxing in einem waiter en folgenden 
Quadrupol (II) / das itiit einem Kollisionsgas gefailt ist und 
als Kollisionskammer fxmgiert, 

5 

G) AuswahuLen eines Masse/ Ladimgs -Quotient eines durch die Frag- 
mentierung (b) entstaixdenen Ions in einem weiteren nachfol- 
genden Quadrupol (III), wobei die Verfahrensschritte (a) bis 
(c) mindestens einmal durchlaufen werden und 

10 

d) Analysieren der Masse/Ladungs-Quotienten aller im Substanz- 
gemisch durch die lonisation vorhandenen lonen, wobei das 
Quadrupol (II) mit Kollisionsgas gefullt ist, jedocli wahrend 
der Analyse keine Beschleunigungsspannung angel egt ist; 

15 

wobei die Scbritt (a) bis (c) und der Schritt (d) auch in umge- 
kehrter Reibenfolge durchgeftihrt werden konnen. 

Unter Substanzgemische im Sinne der Erfindxing sind prinzipiell 
20 alle Gemiscbe, die mehr als eine Substanz enthalten zu verstehen,-- 
wie beispielsweise komplexe Reaktionsmischungen chemischer Syn- - 
thesen wie Syntheseprodukte aus der kombinatorischen Chemie oder. 
Substanzgeitiische biologischen Urspnmgs wie Fermentationsbruhen 
einer aeroben oder anaeroben Fermentation, Korperf Itissigkeiten 
25 wie Blut, Lymphe, Urin oder Stuhl, Reaktionsprodukte eine bio- 
technologiscben Synthese mit einem oder mehreren f reien oder ge- 
bundenen Enzymen, Extrakte tierischen Materials wie Extrakte aus 
verschiedenen Organen oder Geweben oder pflanzliche Extrakte wie 
Extrakte der gesamten Pflanze oder einzelner Organe wie Wurzel, 
30- Stiel. Blatt, Bliite oder Samen oder deren Miscbungen. Vorteilhaft 
werden in diesem Verf ahren Substanzgemische biologischen Ur~ 
sprungs wie Extrakte tierischen oder pflanzlichen Ursprungs, vor- 
teilhaft pflanzlichen Ursprungs analysiert. 

Die im Verfahren verwendbaren Massenspektrometer setzen sich in 
der Regel aus einem Probeneinlass-System, einem lonisationsraum, 
einem Interface, einer lonenoptik, einem oder mehreren Massef li- 
ter und einem Detektor zusammen. 

Zur Erzeugung von lonen im Verfahren konnen prinzipiell alle dem 
Fachmann bekannten lonenquellen verwendet werden. Diese lonen- 
quellen werden je nach verwendeter lonenquelle \iber ein sogenann- 
tes Interface an die folgenden Komponenten des Massenspektrome- 
ters beispielsweise der lonenoptik, dem oder den Massefiltem 
Oder dem Detektor gekoppelt. Die Zwischenschaltlong eines Inter- 
faces hat den Vorteil, dass die Analyse ohne Verzogerung durchge- 
fuhrt werden kann. Weiterhin konnen durch die lonenquelle nicht- 
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fliichtige und/oder fltichtige bevorzugt nichtf liichtige Srobstanzen 
direkt in die Gasphase gebracht werden. Es kQnnen dadurch auch 
Vorreinigungen von Substanzgemischen fiber eine vorteilhafte chro- 
matographisctie Auf trennimg- durchgefiihrt werden, die unterschied- 
5 lich breite Stofffliisse in der Analytik aufweisen, da fiber das 
Interface diese Stoffflusse verarbeitet werden kSnnen. Die zu 
analysierenden Proben bzw. die darin enthaltenen SiJastanzen k5n- 
nen dadurch aufierdem angereichert werden. Weiterhin kann eine 
breite Palette von L5suagsnd.tteln bei geringstem Verlust an Probe 
10 verarbeitet werden. 

Bei der lonisation werden im wesentlichen drei Prozesse zur 
Erzeugimg der geladenen Teilchen (lonen) verwendet: 

15 a) Verdampfung der Svibstanzgeniische und lonisation der MblekQle 
bzw. des Sxjbstanzgemisches in der Gasphase, beispielsweise 
wie bei der Elektronenstoss-Ionisation (EI) , bei der die 
Molekule mit einem Elektronenstrahl in einer lonisationskam- 
mer bei niedrigem Druck (<10-2 Pa) verdampft werden oder wie^ 

20 bei der chemischen lonisation (CI) mit einem Reaktandgas bei.- 

die lonen bei einem erhShtem Druck ca. 100 Pa erzeugt werden r- 
Typische Reaktandgase sind beispielsweise Me than, Isobutan, 
Airanonium, Argon oder Wasserstoff . Wird die chemische lonisa- 
tion bei Atmospharendruck durchgefiihrt, so spricht man von ' 

25 der sogenannten «Atmospheric-Press\ire Chemical Ionization 

(APCI) . 

b) Desorption der S\ibstanzgemische von einer Oberflache bei- 
spielsweise wie bei der Plasma Desorption (PD) , der Liquid 

30 Secondary Ion Mass Spectrometry (LSIMS) , dem Fast Atom Bom- 

bardment (FAB) , der Laser Desorption (LD) oder dem Matrix-As- 
sisted Laser Desorption lonisation (MALDI) . 
Bei all diesen Methoden werden die Sxibstanzgemische d\arch 
einfallende energiereiche Partikel (radioaktiver Zerfall, 

35 XJV-, IR-Photonen, Ar+- oder Cs+-Ionen, Laserstrahlen) in einer 

Kollisionskaskade vibratorisch angeregt und dadxirch ioni- 
siert . 

c) Zerstaubung der Substanzgemische im elektrischen Feld, wie 
40 bei der Electrospray-Ionisation (ESI) . Bei der Zerstaubung 

der Substanzgemische im elektrischen Feld werden die Proben 
bei Atmospharendruck zerstaubt. 

Die Electrospray-Ionisation ist eine sehr schonende Methode. 
Bei der ESI werden kontinuierlich lonen gebildet. Diese kon- 
45 tinuierliche lonenbildung hat den Vorteil, dass sie miihelos 

in Verbindung mit fast jedem Analysatortyp gekoppelt werden 
kann und dass sie sich problemlos mit einer chromatographi- 
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schen Auf trennung wie einer Auf trennimg uber Kapillar-Elek- 
trophorese (CE) , Liquid Chromatography (LC) oder High 
Pressure Liquid Chromatography (HPLC) verbinden ISJSt, da sie 
eine gute Toleranz fur hohe Flussraten bis zu 2 ml/min Eluat 
5 hat. Dabei wird das Verspruhen des Eluenten pneimatisch durch 

ein sogenanntes Ve3mebel\mgsgas beispielsweise Stickstof f 
unterst-atzt- Hierzu wird das Gas unter einem Druck von bis zu 
4 bar, vorteilhaft bis zu 2 bar aus einer Kapillare ausgebla- 
sen, die die Einlasskapillare des Eluenten umschliel^t- Auch 
10 hohere Driicke sind prinzipiell moglich, Bei der vorgeschalte- 

ten chromatographischen Auftrennung sind sogenannte Normal- 
phasen- (z.B. Kieselgel-, Aluminiumoxid- , Aiainodesoxyhexit-, 
Aminodesoxy-d-glucose- , Triethylentetramin- , Polyethylenoxid- 
oder Aminodicarboxy-Saulen) und/oder Reversed-Phase-Saulen 
15 bevorzugt Reversed- Phase-Saulen wie Saulen mit einer C4, Cs 

Oder C18 stationaren Phase bevorzugt. Unter Standardbedingun- 
gen fmirt die Elektrospray-Technik aufgrund der Sufierst scho- 
nenden lonisierung zum ( Quasi- )Molekulion. Meist sind dies 
Addukte mit bereits in der Probenlosung vorhandenen lonen 
20 (z.B- Protonen, Alkali- und/oder Ammoniumionen) . Weiterhin 

von Vorteil ist, dass sich auch mehrfach geladene lonen 
detektieren lassen, so dass lonen mit einem Molekulargewicht 
von bis zu hunderttausend Dal ton detektieren lassen, vorteil- 
haft lassen sich im erf indungsgema£en Verfahren Molekularge- 
25 wichte in einem Bereich von 1 bis 10000 Dalton, bevorzugt in. 

einem Bereich von 50 bis 8000 Dalton, besonders bevorzugt in 
einem Bereich von 100 bis 4000 Dalton detektieren. Als wei- 
tere beispielhaf te Methoden sei die lonenspray-Ionisation, 
die Atmospheric Pressure lonisation (APCI) oder die Thermos- 
30 pray-Ionisation genannt. 

Bei den vorgenannten lonisierungsmethoden lauft der lonisie- 
rungsprozeS unter Atmospharendruck ab und gliedert sich im 
wesentlichen in drei Phasen: Zun^chst wird die zu analysie- 

35 rende Ldsung in einem starken elektrostatischen Feld, das 

durch Erzeugen einer Potentialdif f erenz von 2-6 kV zwischen 
der Einlasskapillare und einer Gegenelektrode erzeugt wird, 
verspruht. Ein elektrisches Feld zwischen der Einlasskapil- 
larspitze xmA dem Massenspektrometer durchdringt dabei die 

40 Analytiasung und trennt dabei die lonen in einem elektrischen 

Feld auf. Positive lonen werden dabei im sogenannten positive 
Mode an die Oberflache der Flussigkeit gezogen, negative 
lonen in die Gegenrichtung oder umgekehrt bei Messungen im 
sogenannten positiv Mode. Die an der Oberflache akkumulierten 

45 positiven lonen werden im f olgenden weiter in Richttmg der 

Kathode gezogen. Bei der Verwendung von Spriihkappilaren 
(NanoSpray) , in denen die zu untersuchende Losung nicht durch 
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das Anlegen von Druck aus der Kapillare gepresst wird, bildet 
sich ein Fltissigkeitskonus, der sog, Taylor-Konus aus, da die 
Oberflacheixspannung der Fltissigkeit dem elektrischen Feld 
• entgegen wirkt. 1st das elektrische Feld stark genug, ist der 
5 Konus stabil lond emittiert an seiner Spritze kontinuierlicli 

einen Fliissigkeitsstrom. Beiia druckimterstutzten Versprtihen 
der zu-imtersuc3ienden Losung (z.B. mit HPLC) ist der Taylor- 
Konus nicht so ausgepragt. 

10 Dabei bildet sich jeweils ein Aerosol aus, das aus Analyt und 

Losungsiaittel besteht, Im folgenden Stadiim findet die Desol- 
vatisierung der gebildeten Tropfen statt, was zur sukzessiven 
Verringerung der Tropf engroiSe fiihrt. Die Verdampfung des 
Losiingsmittels wird durcli thermische Einwirkung, z.B. durch 

15 Zuftihrung heilSen Inertgases, erreicht. Durch die Verdampfung 

in Zusammenwirken mit den elektrostatischen Kraften steigt 
die Ladungsdichte an der Oberflache der eingespruliten Sub- 
stanzgemischtropfchen standig. Uberschreitet dabei schlieS- 
lich die Ladvmgsdichte bzw. deren Ladungsrepulsionskraf te die 

20 Oberf lacbenspannung der Trdpfchen (sogenannte Raleigh- 

Grenze) , so explodieren (Coulomb-Explosion) diese Tropf chen - 
in kleinere Teiltropf chen. Dieser Prozess ^^Losungsmittel-Ver- 
dampfung/Coulomb-Explosion'' wird mehrfach durchlaufen bis* 
schlieSlich die lonen in die Gasphase tibertreten. Um gute 

25 Messergebnisse zu erhalten, mtissen der Gasfluss im Interface^ 

die angelegte Heiztemperatur, die Flussrate des Heizgases, 
der Dmick des Vemebelungsgases und die Kapillarspanniing 
genau iiberwacht und gesteuert werden. 

30 Mit den verschiedenen lonisiationsverf ahren konnen einfach oder 
mehrfach geladene lonen erzeugt werden, Ftir das erf indungsgemaSe 
Verfahren werden als lonisationsverf ahren Verfahren zur Zerstau- 
bung des Svibstanzgemisches im elektrischen Feld wie das Thentio- 
spray-, das Electrospray- (= ES) oder das Atmospheric Pressure 

35 Chemical lonisation (= APCI) -Verfahren vorteilhaft verwendet. Bei 
der APCI^-Ionisation erfolgt die lonisierung in einer sogenannten 
Coronna-Entladung. Bevorzugt wird das Thermospray- oder Electro- 
spray-Verf ahren, besonders bevorzugt ist das Electrospray-Verf ah- 
ren. Der lonisationsraim steht tiber ein Interface, das heiSt Gber 

40 einer MikroSf fnung (100 |m) mit dem folgenden Massenspektrometer 
in Verbindung. Auf der Seite der lonisierungskammer ist noch eine 
Interface-Platte mit einer grofieren Offn\ing angebracht. Zwischen 
dieser Platte und dem sogenannten ^orifice'* wird ein aufgeheizter 
TrSgergas (= Curtain-Gas) beispielsweise Stickstoff eingeblasen. 

45 Der Stickstoff kollidiert dabei mit den beispielsweise durch 

Electrospray erzeugten lonen, die im Substanzgemisch erzeugt wur- 
den. Durch Einblasen des C\irtain-Gas wird vorteilhaft verhindert. 
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dass Neutralteilchen in das Hochvakuum des ixachf olgenden Massen- 
spektrometer gesaugt warden, Weiterhin wird durch das Curtain-Gas 
die Desolvatisienmg der lonen xmterstiitzt . 

5 Das erf indungsgemafie Verfahren kann mit alien dem Fachmann 

bekannten Quadrupolmassenspektrometem wie den Tripel-Quadinipol- 
Massenspektrometem durchgefuhrt werden. In US 2,939/952 be- 
schreibt und beansprucht Paul et al. ein erstes derartiges Gerat. 
Diese Gerate haben einen vorteilhaf ten Massenbereich bis etwa m/z 

10 = 4000 und erzielen Auf losungswerte zwischen 500 und etwa 5000. 
Sie verfiigen uber eine hohe lonentransmission von der Quelle bis 
zum Detektor, sind leicht zu folcussieren und zu kalibrieren und 
verfiigen vorteilhaf t iiber eine grofie Stabilitat der Kalibrierung 
im Dauerbetrieb. Tripel-Quadrupol-Instrumente bilden die Stan- 

15 dard-Instrvaaente fur Niedrigenergie-Kollisionsaktivierungsstu- 
dien, Ublicherweise bestehen diese Gerate aus einem ersten Qua- 
drupol, das zur Analyse des Masse/Ladungs-Quotienten (m/z) der in 
dem Substanzgemisch nach. lonisation enthaltenen lonen im Hoch- 
vakuum (ca- 10"^ Torr) geeignet ist, wobei die Masse (n) einzelner 

20 lonen, mehrerer oder aller lonen gemessen werden kSnnen. Diesem-.- 
ersten analytischen Quadrupol (= I oder Ql) konnen ein oder meh- - 
rere Quadrupole (= QO) vorgeschaltet sein, die in der Kegel zur . 
Fokussie2r\ing der lonen verwendet werden. Anstelle dieses oder ' 
dieser vorgeschalteten Quadrupole konnen auch sogenannte ^Cones" 

25 Linsen oder Linsensysteme zur Fokussierung \and Einbringung der 
lonen in das erste analytische Quadrupol verwendet werden. Aucli 
Kombinationen aus Quadrupolen und Cones sind realisiert imd ver- 
wendbar . 



Ein wei teres Ql folgendes Quadrupol (= II oder Q2) dient als 
Kollisionskammer. In ihm werden die lonen vorteilhaf t unter Anle- 
gung einer Fragment ierungsspannung f ragmentiert . Zur Fragmentie- 
rung werden lonisierungspotenziale im Bereich von 5-11 Elektro- 
nenvolt (eV) , bevorzugt von 8-11 Blektronenvolt (eV) angelegt. Q2 
ist auSerdem ftir die Fragment ierung im erf indungsgemmSen Verfah- 
ren mit einem Kollisionsgas wie einem Edelgas wie Argon oder 
Helium oder einem anderen Gas wie CO2 oder Stickstof f oder 
Mischiangen dieser Gase wie Argon/Helium oder Argon/ Stickstof f 
gefullt. Aus kostengriinden ist Argon und/ oder Sticks toff bevor- 
zugt. In der Kollisionskammer liegt das Kollisionsgas im erfin- 
dungsgemaSen Verfahren mit einem Druck von 1 x IQ-s bis 1 x lO-^^ 
Torr, bevorzugt 10^2 vor. Besonders bevorzugt ist Stickstoff . Auch 
ohne die Anlegung einer Fragment ierungsspannung kann es zu einer 
vereinzelten Fragementierung der lonen in der Kollisionskammer 
bei Anwesenheit eines Kollisionsgases kommen. Zwischen dem Qua- 
drupol Ql und Q2 kSnnen weitere Quadrupole oder Cones zur Lenkung 
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der lonen vorhanden sein. ' 

An das Quadrupol Q2, das als Kollisionskammer dient, schlieSt 
sich schlieSlich ein weiteres Quadrupol (= III oder Q3) an. In 
5 diesem Q3 koimen entweder die m/z-Quotienten einzelner ausgewahl- 
ter Fragemente, mehrerer oder aber aller in den Substanzgemischen 
nach lonisation vorhandenen m/z-Quotienten (in dieser Anmeldung 
der einfachheithalber als Masse oder Massen bezeichnet) bestimmt 
werden. Auch zwischen dem Quadrupol Q2 und Q3 konnen weitere Qua- 
10 drupole oder Cones zur Lenkung der lonen vorhanden sein. 

Im erf indungsgemaSen Verfahren konnen einzelne Quadrupole zur 
Sammlung von lonen auch als lonenf alien betrieben werden, aus 
denen dann die lonen nach einiger Zeit wieder zur Analyse freige- 
15 geben werden. 

Die in den Tripel-Quadrupol-Massenspektrometem verwendeten Qua- 
drupole erzeugen ein dreidimensionales elektrisches Feld in dem 
die erzeugten lonen gehalten bzw. gelenkt werden konnen. Sie be~ 

20 stehen in der Kegel aus 4, 6 oder 8 Staben oder Stangen mit deren 
Hilfe wird ein oszillierendes elektrisches Feld erzeugt wird, 
wobei gegeniiberliegende Stabe elektrisch verbunden sind. Neben . 
der Bezeichnung Quadrupol werden auch die Bezeichn\jngen Hexa- - 
Oder Octapol verwendet. In der vorliegenden Anmeldung sollen 

25 diese Bezeichnungen mit \mfasst sein, wenn der Begriff Quadrupol. 
verwendet wird, Vorteilhaft sind in den Quadrupol en des Tripel- 
Quadrupol-Massenspektrometer zur Lenkung der lonen nur geringe 
Beschleunigiangsspannungen von wenigen Volt bevorzugt von einigen 
10 V erf order lich. 

30 

Im erfindungsgemafien Verfahren werden vorteilhaft Substanzge- 
mische wie tierische oder pflanzliche Extrakte, bevorzugt pflanz- 
liche Extrakte verwendet. 

35 Im erf indungsgemaSen Verfahren werden nach der lonisierung der 
Substanzgemische die weitem Verf ahrensschritte durchlauf en 

I) In den Verfahrensschritten (a) bis (c) wird die Masse minde- 
stens eines im Substanzgemisch nach lonisation in Ql vorhan- 

40 denen Ions analysiert und ausgewahlt. Dieses ausgewahlte Ion 

wird anschliefiend in Q2 in Gegenwart von Kollisionsgas und 
einer Fragment ierungsspanaung fragmentiert \and danacb wird 
eines der entstandenen Fragment- lonen in einem weiteren ana- 
lytischen Quadrupol Q3 identif iziert und vorteilhaft auch 

45 quantif iziert. Dabei erfolgt die Auswahl des zu analysieren- 

den Fragment-Ions in der Weise, dass diese Ion vorteilhaft 
eine hohe Intensitat, eine leicht identif izierbare charakte- 
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ristische Masse hat uiid in einer vorteilhaf ten Aus f tunings - 
form des Verfahrens eine leichte Quantif izienmg enaSglicht. 

II) Anschliefiend werden im Verf ahrensschritt (d) die Mas sen aller 
S im Substanzgeidisch nach lonisation vorhandenen lonen analy- 

siert, wobei das als Kol lis ions kainmer benutzte Quadrupol Q2 
immer'mit Kollisionsgas gef^lllt ist, jedoch in Verf ahrens- 
schritt (d) keine Pragmentieningsspannung an Q2 anliegt. 
Diese Analyse kann prinzipiell sowohl mit Ql land als auch mit 

10 Q3 erfolgen, vorteilhaf ter ist es jedoch die Analyse mit Q3 

dvirchzuftihren, da zwischen Ql imd dem an das Massenspektro- 
meter anschliefienden Detektor als Kollisionskammer verwendete 
Quadrupol Q2 liegt. Sollte in Q2 eine Fragmentierung trotz 
dem fehlen anliegender Fragmentierungsspannung auftreten, so 

15 hat dies keinen Einf luss auf eine mogliche Erf assung der lo- 

nenmassen am Detektor. Im Falle einer Massenanalyse mit Ql 
wiirde eine solche Fragementation in Q2 jedoch zu FehlschlGs- 
sen bei der Detektion fOhren. Deshalb ist eine Massendetek- 
tion mit Q3 bevorzugt, da mogliche Fehlerguellen eliminiert 

20 werden bzw. vemachlassigbar sind. 

Die oben aufgefiihrten Prozessschritte (I) bzw. (II) kormen auch . 
in umgekehrter Reihenfolge durchgeftairt werden, Figur 1 ist der 
Ablauf des erf indungsgemaSen Verfahren zu entnehmen. Im erfin- 

25 dungsgemaSen Verfahren werden die Verf ahrensschritte (b) bis (d) . 
und (e) vorteilhaf t innerhalb von 0,1 bis 10 Sekunden mindestens 
einmal dxirchlaufen bevorzugt innerhalb von 0,2 bis 6 Sekunden 
mindestens einmal, besonders bevorzugt innerhalb von 0,2 bis 
2 Sekunden, ganz besonders bevorzugt mindestens einmal innerhalb 

30 von 0,3 bis unter 2 Sekunden. Um eine vorteilhaf te statistische 
Auswertung der Messungen zu erm5glichen werden die Verfahrens- 
schritte innerhalb von 0,2 bis 6 Sekunden zwei- bis dreimal 
bevorzugt dreimal durchlaufen. Um derartige rasche schnell hin- ^ 
tereinander folgende Messungen zu ermSglichen, ist das als Kolli- 

35 sionskammer fungierende Quadrupol Q2 standig mit Kollisionsgas 
gefiillt. Wie die eigenen Messxangen zeigten, hat dies keinen nega- 
tiven Einf luss auf die Reproduzierbarkeit der Messungen. 

wahrend einer Analyse k6nnen im erf indiangsgemSBen Verfahren zwi- 
40 schen 1 und 100 Masse/Ladungs-Quotienten verschiedener in Schritt 
(a) entstandener tmd ausgewahlter lonen analysiert werden. Vor- 
teilhaft werden mindestens 20 m/z-Quotienten, bevorzugt minde- 
stens 40 m/z-Quotienten, besonders bevorzugt mindestens 60 m/z- 
Quotienten, ganz besonders bevorzugt mindestens 80 m/z-Quotienten 
45 unterschiedlicher lonen oder mehr identifiziert und/oder <3uanti- 
f iziert. 
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Mit Hilfe des erf indungsgemaSen Verfahrens kSimen vorteilhaft 
neben der Analyse aller in einem SvOastanzgemisch vorhandenen Mas- 
sen auch einzelne Stibstanzen bzw. deren Massen analysiert ornd 
vorteilhaft quant if iziert werden. 

5 

Eine Reinigung der Sxibstanzgraiische ist im erf indungsgemafien Ver- 
fahren prinzipiell nicht erforderlich. Die Substanzgemiscbe kSn- 
nen direkt nach Einbringiing in eine lonenquelle gemessen werden. 
Dies gilt auch fiir komplexe Siibstanzgemische . Auch mtissen den 
10 Stibstanzgemischen als interne Standards keine markierten oder un- 
markierten Reinsubstanzen mSglicher in den Gemischen enthaltenden 
Siabstanzen zugesetzt werden obwohl dies nattlrlich mSglich ist und 
eine anschlieSende Quantif izierung der in den Gemischen enthal- 
tenden Siabstanzen vereinfacht. 

15 

Eine Aufreinigung 'uber dem Fachmann bekannte Verfahren wie chro- 
niatographische Verfahren ist jedoch von Vorteil. Aufgrund der im 
erf indungsgemaSen Verfahren bevorzugten lonisationsmethode ilber 
eine ZerstSubung der Substanzgemische im elektrischen Feld laSt 

20 sich eine Auf- und/oder Vorreinigxmg der Substanzgemische bei- 

spielsweise tiber eine Chromatographie sehr einfach an die massen-' 
spektrometrische Analyse ankoppeln. Als chromatographische Ver- • 
f ahren k6nnen dabei alle dem Fachmann bekannte Trennmethoden wie 
LC-, HPLC- Oder Kapillarelektrophorese- verwendet werden. Trenn- 

25 verfahren, die auf der Adsorptions-, Gelpermeations-, lonenpaar-", 
lonenaustausch-, Ausschluss-, Affinitats-, Normalphasen- oder Re- 
versed Phase-Chromatographie basieren, urn nur einige m5gliche zu 
nennen, konnen verwendet werden. Vorteilhaft werden Normalphasen- 
und/oder Reversed-Phase basierende Chromatographien , bevorzugt 

30 Reversed-Phase-saulen mit unterschiedlichen hydrophobe modifi- 
zierten Materialien wie C4,-, Cs-, oder Cig- Phasen verwendet. 

Im erfindungsgemaiSen Verfahren ist eine Kopplung von Aufreini- 
gungsmethoden vorteilhaft von Chromatographiemethoden mit einer 

35 FlieSgeschwindigkeit des Eluenten (Analyten + Losungsmittel) vor- 
teilhaft zwischen 1 fil/min bis 2000 p.l/min, bevorzugt zwischen 
5 nl/min bis 600 nl/min, besonders bevorzugt zwischen 10 |Xl/min 
bis 500 p.l/min beispielsweise mSglich. Auch geringere oder hShere 
Fliefigeschwindigkeiten kSnnen ohne Schwierigkeiten im erfindungs- 

*0 gemSSen Verfahren verwendet werden. 

Als LesTongsmittel fiir das Aufreinigungsverf ahren konnen prinzi- 
piell alle protischen oder aprotischen polaren oder unpolaren 
Losungsmittel verwendet werden, die mit der anschliefienden Analy- 
*^ tik kompatibel sind. Ob ein LSsungsmittel mit der Massenspektro- 
metrie kon«>atibel ist, kann der Fachmann durch einfache Stichver- 
suche leicht ermitteln. Geeignete LSsungsmittel sind beispiels- 
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weise LSsungsmittel, die keine oder wenig Ladungen tragen, wie 
aprotische apolare Lasungsmittel, die dxirch eine niedrige Dielek- 
trizitatskonstanten (Et<15) , niedrige Dipolmomente (^<2,5D) und 
niedrige BjJW-Werte (0,0 - 0,5) charakterisiert sind. Aber audi 
5 dipolare organische L6s\mgsmittel oder deren Miscliungen sind als 
LSsungsmittel fiir das erf indungsgemSEe Verfahren geeignet. Als 
geeignete Lasungsmittel sind seien hier beispielhaft Methanol, 
Ethanol, Acetonitril, Ether, Heptan genannt. Auch schwache saure 
LSsumgsmittfel wie 0,01 - 0,1 % Ameisensaiire, Essigsaiore oder Tri- 

10 fluoressigsaure sind geeignet. Weiterhin sind auch schwach basi- 
sche LQsungsmittel wie 0,01 - 0,1 % Triethylamin oder Ammoniak 
geeignet- Auch stark saure oder stark basische L5sungsmittel wie 
5%ige HCL oder 5%iges Triethylamin sind prinzipiell als LSsungs- 
mittel geeignet. Auch Misch\ingen der vorgenanaten Ldsoingsmittel 

15 sind vorteilhaft. Auch die in der Biochemie iiblichen Puffer sind 
als LSsungsmittel geeignet, wobei vorteilhaft Puffer < 200 mM, 
bevorzugt < 100 inM, besonders bevorzugt < 50 inM, ganz besonders 
bevorzugt < 20 mM verwendet werden. Ebenfalls vorteilhaft ist es, 
wenn Puffer > 100 mSA fxir die Herstellung der Siibstanzgemische 

20 verwendet werden, dass die Puffer beispielsweise tiber eine^ 
Dialyse ganz oder teilweise entfemt werden. Als Puffer seien 
beispielsweise Acetat-, Formiat-, Phosphat-, Tris-, MOPS-, HEPESr- 
oder deren Mischungen genannt. Hohe Puffer und/ oder Salzkon- 
zentrationen beeinflussen die lonisationsprozesse negativ und 

25 sind gegebenenf alls zu veanneiden. 

Im erfindiangsgemaiSen Verfahren lassen sich Molekiile, die in den 
Substanzgemischen enthalten sind, von 100 Dalton (= D) bis 100 
Kilodalton (= kD) , bevorzugt von 100 t) bis 20 kD, besonders 
30 bevorzugt von 100 D - 10 kD, ganz besonders bevorzugt von 100 D 
bis 2000 D nachweisen, das heilSt identif izieren und gegebenen- 
falls auch quantifizieren. 

Vorteilhaft kSnnen die Substanzgemische fiir das erf indungsgemMBe 
35 Verfahren, die sonst mtx schlecht oder gar nicht nachweisbar sind 
vor der Analyse derivatisiert werden land so schlieSlich analy- 
siert werden. Eine Derivatisierung ist besonders vorteilhaft in 
Fallen, in denen in hydrophobe bzw. flSchtige Verbindungen bei- 
spielsweise wie Ester, Amide, Lactone, Aldehyde, Ketone, Alkohole 
40 etc. hydrophilfe Gruppen eingefuhrt werden, die vorteilhaft noch 
eine ionisierbare Funktionalitat tragen. Beispiele fiir derartige 
Derivatisierungen sind Uinsetzungen von Aldehyden oder Ketonen zu 
Oximen, Hydrazonen oder deren Derivate oder Alkoholen zu Estem 
beispielsweise mit symmetrischen oder gemischten Anydriden. Da- 
45 d\irch kann das Nachweisspektrum des Verfahrens vorteilhaft erwei- 
tert werden. 
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Vorteilhaft wird im erfindungsgemafien Verfahren zur 3toalyse der 
Substanzgemische ein interner Standard wie z.B. Peptide, Amino- 
sMtiren, Coenzyme, Zucker, Alkohole, konjugierte Alkene, organi- 
sche sauren oder Basen zugesetzt . Dieser interne Standard erm6g- 
5 licht vorteilhaft die Quantif izierxing der Verbindvmgen im Ge- ^ 
misch, Im Substanzgemisch enthaltende Siabstanzen kSnnen so leich- 
ter analysiert und letztlich quantif iziert werden. 

Als intemen Standard werden vorteilhaft markierte Substanzen 
10 verwendet, prinzipiell sind aber auch nicht markierte Substanzen 
als interner Standard geeignet. Derartige ahnliche chemische Ver- 
bindxjngen sind beispielsweise sogenannten Verbindungen einer 
homologen Reihe, deren Mitglieder sich nur durch beispielsweise 
eine zusatzliche Methylengruppe unterscheiden . Als interner Stan- 
15 dard werden bevorzugt durch mindestens ein Isotop ausgewahlt aus 
der Gruppe 2H, "c, 15n, i^q, ISq, 33s, 34s, 36S, 35cl, 37C1, 29si, 
30Si, 74se Oder deren Mischimgen markierte S\ibstanzen verwendet. 
Bevorzugt wird aus Kostengrtinden und aus Griinden der ZugSnglich- 
keit 2h Oder ^^C als Isotop verwendet. Diese intemen Standard 
20 brauchen fiir die Analyse nicht kon^lett, das heiSt vollitiarkiert - .• 
zu sein. Eine Teilmarkierung ist v511ig ausreichend . • Vorteilhaft - 
wird auch im Falle eines markierten intemen Standards eine Sub-, 
stanz gewablt, die eine mdglichst hohe Homologie zu den im Ge- 
misch zu analysierenden Srobstanzen, das heiSt strukturelle Xhn- 
25 lichkeit, zu der zu messenden chemischen Verbindung hat. Je hoher 
die strukturelle Xhnlichkeit ist, desto besser sind die Messer- 
gebnisse und desto genauer kann eine Quantif izierung der Verbin- 
dung erfolgen. 

30 FOr das erf ind\mgsgCTiaSe Verfahren und besonders far die Quanti- 
fizierung der im Gemisch vorhandenen Substanzen ist es vorteil- 
haft den intemen Standard in einem giinstigen Verbal tnis zu der 
zu messenden Sxibstanz einzusetzen. Verhaitnisse von Analyt (= zu 
bestimmende Verbindung) zu intemem Standard groSer 1:15 fuhren 

35 zu keiner Verbessertmg der Messergebnisse, sind jedoch prinzi- 
piell mSglich. Vorteilhaft wird ein Verbal tnis von Analyt zu 
intemem Standard in einem Bereich von 10:1 bis 6:1 eingestellt, 
bevorzugt in einem Bereich von 6:1 bis 4:1, besonders bevorzugt 
in einem Bereich von 2:1 bis 1:1. 

40 

Die Substanzgemischproben im erf indungsgemafien Verfahren konnen 
manuell oder vorteilhaft automatisch mit iaslichen Laborrobotem 
vorbereitet wexden. Auch die Analyse mit dem M&ssenspektrometer 
nach gegebenenfalls chromatographischer Auftrennxmg kann manuell 
45 Oder vorteilhaft automatisch durchgefiihrt werden. Durch die Auto- 
matisierung des erf indimgsgemafien Verfahrens kann die Massenspek- 
trometrie vorteilhaft zum schnellen Screening von verschiedenen 
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Substanzgemischen beispielsweise Pf lanzenextrakten im sogenannten 
High-Throughput-Screening verwendet werden. Dabei zeichnet sich 
das erfindimgsgemaSe Verfalxren durch eine hohe Empf indlichkeit, 
eine gute Quantif izierbarkeit , einer hervorragenden Reproduzier- 
5 barkeit, bei geringstem Probenverbrauch aus. Mit der Methode k6n- 
nen also rascb Gendsche biologischen Usprungs beispielsweise neue 
Mutanten bekannter oder vmbekannter enzymatischer Aktivitaten 
nach einer Mutagenese beispielsweise nach einer klassischen Muta- 
genese mit chemischen Agentien wie NTG, Strahliong wie UV-Strah- 
10 lung Oder Rontgenstrahlung oder nach einer sogenannten site- 

direkted mutagenesis, PCR-Mutagenese, Transposon-Mutagenese oder 
dem sogenannten gene shuffling gefunden werden. 

Das erf indungsgemafie Verfahren ermoglicht die Analyse einer brei- 
15 ten Palette von Substanzen in einem weiten Messbereich, bei guter 
bis sehr guter Aufiasimg, bei einer hohen lonentransmission von 
der Quelle zum Detektor, einer hohen Scan-Geschwindigkeit sowohl 
im Full Scan-Modus aller Substanzen in den Substanzgemischen als 
auch im multiple reaction monitoring-Modus [= MRM, Verfahrens- 
20 schritte (a) bis (c)]. Weiterhin hat das Verfahren eine sehr hohe 
Aufnahmeerapflindlichkeit und eine hervorragende Kallibrierrangs- - 
stabilitat. Weiterhin ist es fiir den Dauerbetrieb xind damit f<ir . 
die Anwendung in einem HTS-Screening ausgezeichnet geeignet. 

25 Die Erfindung wird durch die folgenden Beispiele nSher erlautert; 
Beispiele 



30 1. Beispiele MRM + FS-Mess\angen 
a) TIC der MRM + FS-Messung 

In Figur 2 ist das Total Ion Chromatogram einer MRM + Full Scan- 
35 Messung [MRM = Multiple Reaction Mbnitoring, FS = Full Scan, TIC 

= Total Ion Chromatogram, XIT = Sumrae mehrerer Total Ion Chroma- 

togramme] dargestellt. Gemessen wurde ein QualitStskontrollprobe . 

Diese Art von Probe enthSlt eine definierte Anzahl an Analyten. 

Diese Analyten wurden kSuflich erworben und in bekannten Konzen- 
40 trationen in geeignetem L6sTingsmittel gelSst. 

Die in Figur 2 gewShlte Darstellung der Messung zeigt die Aufsum- 
mierung der am Detektor zu den jeweiligen Zeitpunkten (x-Achse) 
gemessenen Intensitaten (y-Achse) aus den beiden massenspektro- 
45 metrischen Experimenten des Multiple Reaction Monitoring (MRM) 
\md des Full Scan (FS> . Das Chromatogram in Figtir 2 stellt also 
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die Summe der TlC-Chromatogramme der beiden o.g. genannten mas- 
senspektrometrischen E3<periiaenten dar. 

b) TIC des MRM-Experiment xmd TIC des FS-Experiment 

5 

In Figur 3 ist das Total Ion Cliromatograia des ME^-Experiments aus 
einer MRM +• FS-Messung dargestellt. 

Die in Figur 3 gewMhlte Darstellung der MRM-Messxmg zeigt die 
10 Aufsuitmierung der am Detektor zu den jeweiligen Zeitpxinkten 

(x-Achse) gemessenen IntensitSten (y-Achse) aus alien vordefi- 
nierten Massen^ibergangen des MRM-Experiments . Die in Figur 4 
gewahlte Darstell^ang zeigt die jeweiligen Messergebnisse jedes 
einzelnen Kfessentlbergangs (hier 30 Stiick) in einem Koordinaten- 
15 kreuz. 
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Massenspektrometrisches Verfahren zur Analyse von Siibstanz- 
geanischen 

5 Zusaimaenfassung 

Massenspektlrometrisches Verfahren zur Analyse von Sxibstanz- 
gemischen mit einem Tripel-Quadrupol-Massenspektrometer , wobei 
die Sixbstanzgemische vor der Analyse ionisiert warden, dadurch 
10 gekennzeichnet, dass das Verfahren folgende Schritte iimfaEt: 



a) Auswahlen eines Masse/Ladimgs-Quotienten (m/z) eines durch 
lonisation entstandenen Ions in einem ersten analytischen 
Quadrupol (I) des Massenspektrometers, 

15 

b) Fragmentieren des imter (a) ausgewShlten Ions unter Anlegung 
einer Beschleiinigungsspannung in einem weiteren folgenden 
Quadrupol (II) / das mit einem Kollisionsgas gefullt ist und 
als Kollisionskammer fungiert, 

20 

c) Auswahlen eines Masse/Ladungs-Quotient eines durch die 
Fragmentierung (b) entstandenen Ions in einem weiteren 
nachfolgenden Quadrupol (III), wobei die Verfahrens- 
schritte (a) bis (c) mindestens eininal durchlaufen werden 

25 und 



d) Analysieren der Masse/Ladxings-Quotienten aller im Substanz- 
gemisch durch die lonisation vorhandenen lonen, wobei das 
Quadrupol (II) mit Kollisionsgas gefullt ist, jedoch wShrend 
30 der Analyse keine Beschleimigxingsspannoxng angelegt ist; 

wobei die Schritt (a) bis (c) und der Schritt (d) auch in umge- 
kehrter Reihenfolge durchgeftihrt werden kQnnen. 
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